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A 组轮状病毒是引起婴幼儿严重腹泻的主要病原体，几乎所有儿童在 5 岁
前至少感染过一次轮状病毒，每年因感染轮状病毒而导致的婴幼儿腹泻高达 2
亿，住院人数超过 200 万，死亡高达 100 万人，仅在美国，每年因轮状病毒而










突变研究了 VP6 的自身相互作用的区域，发现 243-334aa 为 VP6 形成三聚体的
最小区域，通过定点突变研究了半胱氨酸在 VP6 聚体形成中的作用并通过免疫
印迹研究了缺失突变和定点突变对 VP6 免疫反应性的影响，通过同源建模构建
了 VP6 的结构并分析了定点突变对 VP6 结构的影响；构建了 VP4 和 VP7 的表
达质粒；此外，还制备了轮状病毒的单克隆抗体，初步实验证实 7H11、2A9 和


















Prokaryotic Expression of Rotavirus Structure Protein and 
In-Vitro Assembly of Virus-like Particles 
Abstract 
Rotavirus is the most common cause of severe gastroenteritis among children 
worldwide, Almost every child has Infected rotavirus once or more before 5 years old, 
resulting in approximately 200 million diarrhea cases, more than 2 000 000 
hospitalization and 1 million death every year worldwide, the healthcare cost of 
rotavirus is over 1 billion dollars every year in the United States. 
A lot of research on rotavirus has been under way since it was discovered in 
human in 1973, we understand more deeply in the structure and infection mechanism 
of the virus, but there is no specific medicine to rotavirus diarrhea, thus quick, 
accurate diagnostics and safe, effective vaccines are important in rotavirus prevention 
and control. VLPs has great Opportunity as a rotavirus candidate vaccine and is 
important in the research of both infection and assembly mechanism. 
First, we expressed the structure protein VP2 in E.coli and assembled it into 
CLPs in-vitro for the first time, we also studied the role of buffers and additives on its 
stability, and it laid the foundation for the study of VP2 immunogenicity and 
protectivity; Second, We expressed the inner layer protein VP6 and its deletion 
mutants, we found that 243-334aa is important for VP6 trimerization, at the same time, 
we expressed single point mutants of VP6 and found Cys197 is important for VP6 
polymerization, the WB results show the influence of deletion and point mutation on 
VP6 immuno-reactivity; third, we constructed VP4 and VP7 expression plasmids; 
furthermore, we prepared mAb to rotavirus, mainly to VP6 and primary results show 
that 7H11,2A9 and 5C2 are excellent  in both sensitivity and specificity.  This study 
laid the foundation for rotavirus VLP in-vitro assembly and vaccine development, it is 
important for the study of rotavirus infection and assembly mechanism. 
















轮状病毒(Rotavirus ,RV) 属呼肠孤病毒( Reoviridae) 科，轮状病毒属，是引
起婴幼儿和动物腹泻的主要病原体，最早于 1947 年在实验小鼠中发现[1; 2]，
1963 年首次在电镜下观察到轮状病毒[3; 4]，由于形似车轮而得名，而人类轮状




的 Rotarix 两种轮状病毒疫苗已经上市，新型疫苗的研究仍在继续。 
1. 轮状病毒的结构 
轮状病毒在电子显微镜下呈球状，为二十面体对称，由三层同心层和 11 条
dsRNA 组成（图 1），直径 70~75 nm，在 CsCl 中的浮力密度为 1.36 g/ cm3，具
有传染性，轮状病毒对乙醚、氯仿、超声波处理、反复冻融等不敏感，在自然
环境中可存活长达几个月，但对 EDTA 等 Ca2+螯合剂较为敏感，容易失去其外























图 1 轮状病毒电镜图（左[7]）、脱衣壳过程（右上[8]）和结构示意图（右下[9]） 
Fig 1 Electron Micrograph and Schematics (right) of Rotavirus 
 
1.1. 轮状病毒的核心 
轮状病毒的核心由 3 种蛋白和 11 条 dsRNA 构成，其中 VP2 为主要核心蛋
白，VP1 和 VP3 在病毒结构蛋白中的含量很低，11 条 dsRNA 编码 6 种结构蛋
白和 5 种非结构蛋白。 
VP1 由 3302bp 的核酸编码的 1088 个氨基酸组成，大小为 125KD，具有
RNA 聚合酶活性。研究表明，热休克处理或用低浓度的 EDTA 处理，溶解病毒
的外衣壳，可以激活该酶的活性[10]，同时，VP1 催化的 RNA 合成过程需要
ATP 水解形成 ADP 及 Pi ，ATP 核苷类似物可以完全抑制其聚合酶活性[11]；此
外，与呼肠孤病毒一样，该酶只能催化以 dsRNA 中的一条链为模板，合成互补
的 ssRNA[12]。尽管单独的 VP1 就能与 mRNA 相互作用[13]，但其聚合酶活性依
赖于 VP2 的参与[14]，VP2 可能是作为支架蛋白参与其复制和转录的，其复制酶
















VP2 由 2690bp 的核酸编码的 881 个氨基酸组成，大小为 103KD，为轮状病




主[20]，N 端与 VP2 的二聚化以及核酸结合功能密切相关[21; 22]，不管是完整的病
毒颗粒还是体外表达的 CLP 均具有核酸结合能力[23]，研究表明，核酸结合区位
于 1-132aa[24]，而缺失 N 端 25 个氨基酸的 VP2 则无法与 VP1 和 VP3 相互作用
[25]，但缺失 92 个氨基酸的 VP2 仍可形成 CLP，并且在其 N 端融合 GFP、
DsRed 或轮状病毒 VP8 后不影响 CLP 的形成[26]。研究表明，失去核酸结合功能
的 VP2 对蛋白酶不敏感，而天然的 VP2 则可以被切割成 85KD、77KD 以及
56KD 大小的片段[25; 27]。Lawton[28]等通过完整的 VP2 和 N 端缺失的 VP2 颗粒三
维结构的比较发现 VP2 二聚体的 N 端位于二十面体顶点附近。Zeng 等[29]研究




VP3 由 2591bp 的核酸编码的 835 个氨基酸组成，大小为 88KD，相比其它
蛋白，VP3 发现的较晚，因为 VP3 量少且大小与 VP4 十分接近，电泳时很难分
开，直到 1988 年，高分子量电泳的分辨率进一步提高，VP3 才被发现[32]。VP3
具有鸟苷酸转移酶活性，该活性需要 Mg2+或 Mn2+的参与[33]，但在没有 VP3
参与的条件下，复制也能顺利进行，因此聚合酶活性不依赖于 VP3[34]；VP3 还
具有甲基转移酶活性；除此之外，VP3 还可以为 RNA 加帽[35]；VP3 具有核酸
结合能力，但研究发现，VP3 仅对 ssRNA 才具有亲和力，且特异性较低，对序
列没有严格要求[36]。 
1.2. 轮状病毒的内衣壳 
轮状病毒内衣壳蛋白 VP6 由 1356bp 的核酸编码的 397 个氨基酸组成，大小















D、E、F、G 六个组，其中 A、B、C 三个组可以感染人，A 组是引起小儿腹泻
的主要原因。同时，VP6 也是区分亚组的依据， sgI 位于 45~56aa，而 sgII位于
134～142aa[37]，据此可以将轮状病毒分为 I、II、I+II和非 I非 II四个亚组亚
组。研究表明，人与动物 VP6 氨基酸同源性很高，只有三个高变区，分别是
39~62aa、80~122aa 和 281~315aa。 
研究表明，VP6 以三聚体为基本单位组成病毒颗粒，105～328aa 与三聚体
的形成有关，而 251-397aa 与单层 VLP 的组装有关[38]。VP6 与复制酶活性无
关，但与转录酶活性密切相关，Annie 等研究表明， Q32、L65、L70 和 L71 对
VP6 与 VP2 的相互作用至关重要，尽管突变后的 VP6 能够形成三聚体，但会影
响 VP2/6 DLP 的组装以及转录酶的活性[39]。目前，VP6 的晶体结构已经解析出
来，包括两个主要的结构域，及 1～150aa 以及 335～396aa 构成的结构域 H 以
及 151～334aa 构成的结构域 B，两个结构域对三聚体的形成都是必需的[40]。尽
管 VP6 不具有中和表位，但具有一个强的 Th 表位，位于 289～302aa，可以刺
激机体产生具有免疫保护功能和体内中和活性的 sIgA[41-43]。 
提纯的 VP6 以及在在杆状病毒系统中表达的 VP6 蛋白均可以形成单层
VLP，VP2、VP6 在昆虫细胞内表达可以形成双层 VLP，而 VP2、VP6、VP7 在
VP4 存在与否的条件下均能组装成三层 VLP[44]，在体外，VP6 可单独形成
VLP，但其形态与 pH 以及离子强度密切相关[45; 46]。VP6 作为内衣壳蛋白，与
核心蛋白以及外衣壳蛋白均存在直接的相互作用，通过冷冻电镜、免疫共沉淀
等方法进行研究，发现 VP6 与 VP2 的相互作用区域主要位于 65～74aa，而与




轮状病毒的外衣壳包括 VP4 和 VP7，二者均含有中和表位，可以刺激机体
产生中和抗体，在病毒的感染与清除中起着重要的作用，在疫苗中起着关键性
的作用。 
VP4 由 2362bp 的核酸编码的 775/776 个氨基酸组成，为蛋白酶敏感蛋白，















切割成 VP8 和 VP5，大小分别为 28KD 和 60KD[48-50]，其中 VP8 具有血凝素活
性，在唾液酸敏感的毒株中，VP8 还具有唾液酸结合功能，在病毒的入胞过程
中起着重要作用。研究表明，该酶切位点位于 241~247aa 之间[51; 52]，但只有
247 位酶切才能够增强病毒的感染能力[53]。定点突变结果显示，Arg-247 与轮状










血凝素活性与 155、188 和 190 位氨基酸密切相关，突变后的蛋白尽管还可以与
抗 VP4 的单抗反应但已经不具有血凝活性[62]。 
VP4 具有膜结合区，研究表明，VP4 中含有一段序列，与辛德毕斯病毒和
SFV 病毒的膜结合序列保守区存在很高的同源性[63]，而 VP4 及其胰蛋白酶酶切
对细胞融合是必需的[53]。VP2/4/6/7 组成的 VLP 经过胰蛋白酶处理在培养的细
胞中也能发生融合，且 VP4 的胰蛋白酶作用是必需的，因为将其酶切位点突变
后不能发生融合，由于 VP5 的单抗能够阻止融合，且单独表达的 VP5 能够发生
融合，而 VP4 和 VP8 则不能，因此，该区域位于 VP5 区段，分段表达表明，
这一区域位于 265～474aa[64]。电镜结果显示，由 VP4 构成的钉状突起长约
20nm，其中 11nm 位于病毒表面，而 9nm 位于病毒内部，VP4 与 VP6 和 VP7
相互作用，对维持病毒内壳与外壳之间的精密吻合具有重要作用。 
VP4 具有中和表位，且 VP4 单抗能够与不同 P 血清型病毒发生交叉反应，
而该区域主要位于 VP5，特别是 305aa、433aa 以及 439aa[65]，VP8 主要产生毒
株特异的抗体，针对 388~393aa 的单抗能够产生广泛的交叉反应，而重组多肽
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